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Resumo
Microalgas são organismos facilmente encontrados em ambientes aquá-
ticos. São conhecidas por desempenharem papel importante na autode-
puração de águas residuais, biorremoção de metais e atuarem em pro-
cessos de tratamento de efluentes, gerando produtos como fertilizan-
tes. Este trabalho concentrou esforços na avaliação da composição ce-
lular e da toxicologia de um consórcio de microalgas produzido em di-
gestato de efluente da suinocultura. O interesse particular reside na 
produção de metabólitos secundários, que podem ser entendidos como 
uma resposta química às variações ambientais na tentativa das micro-
algas em se adaptar a um novo ambiente. O estudo focou na eventual 
acumulação de metabólitos em função de estresse ambiental induzido. 
Procurou-se avaliar a composição celular do material algáceo produzido 
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nos fotobiorreatores, e foram realizados experimentos toxicológicos 
com metodologias padrão em modelo animal (bioensaio com camundon-
gos) para avaliação das toxicidades aguda e subcrônica do material al-
gáceo. Foi observado aumento da concentração de lipídeos nas células
após estresse nutricional. Os ensaios toxicológicos apresentaram toxi-
cidade nas doses usadas, com toxicidade maior via intraperitonial e me-
nor via gavagem. Foram definidas doses consideradas seguras para en-
saios subcrônicos via oral. Esses resultados devem dar suporte a expe-
rimentos posteriores utilizando o material algáceo como suplemento ali-
mentar de aves, como um dos principais destinos da biomassa algal 
produzida com resíduos da suinocultura.
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Evaluation of Cell Composition 
and Acute and Subchronic Toxi-
city of Algal Material Produced 
With Swine Manure Effluents
Abstract
Microalgae are organisms easily found in aquatic environments. They 
are known to play an important role in the depuration of waste water, 
metal bioremoval and acting on effluent treatment processes, genera-
ting products such as fertilizers. This work concentrated its efforts on 
the evaluation of cellular composition and toxicology of a microalgae 
consortium produced in digestate effluent from pig farming. The parti-
cular interest lies in the production of secondary metabolites, which 
can be understood as a chemical response to environmental variations 
in trial of microalgae to adapt to a new environment. The study focu-
sed on the possible accumulation of metabolites in response to induced 
environmental stress. We sought to evaluate the cellular composition of 
the algal material produced in photobioreactors, and toxicological expe-
riments were conducted with standard methodologies in animal models 
(mice bioassay) for the evaluation of acute and sub-chronic toxicity of 
the algal biomass. There was an increase in the concentration of lipids 
in algal cells after nutritional stress. Toxicological tests showed toxicity 
at the doses used, with higher toxicity via intraperitoneal and lower via 
gavage. The dose considered safe for sub-chronic oral tests was defi-
ned. These results should to support further experiments using algal 
material produced as a food supplement for poultry, as one of the main 
destinations of algal biomass produced with pig farming residues.
Index terms: microalgae, toxicological bioassays, acute toxicity, sub-
chronic toxicity.
Introdução
Microalgas são organismos unicelulares microscópicos, facilmente en-
contradas em diversos ambientes aquáticos, como de água doce, salo-
bra, salgada, águas residuais ou lugares com elevada umidade (BORGES 
et al., 2007). Neste grupo, estão incluídos organismos procariontes 
(Reino Monera, ex: cianobactérias) e organismos eucariontes (Reino 
Protista) (GALINDRO, 2012). Além de sua capacidade de realizar fotos-
síntese, atualmente vêm recebendo atenção devido à sua habilidade em
acumular compostos altamente energéticos, como proteínas, lipídios e 
carboidratos, além da sintetização de pigmentos e de seu relevante po-
tencial no sequestro de carbono (PACHECO et al., 2015). É reconheci-
do que as microalgas desempenham um papel importante na autopuri-
ficação de águas residuais, na biorremoção de metais pesados, e atuam 
em processos de tratamento de efluentes, gerando produtos como fer-
tilizantes (MATOS et al., 2015). Além disso, atualmente, existe uma 
grande demanda por microalgas nas indústrias nutracêutica e farmacêu-
tica devido a seus efeitos positivos na saúde (FERREIRA et al., 2013).
Em meados de 1950, o aumento populacional e as predições da insufi-
ciência de suplementos proteicos levou à busca de novas alternativas e 
fontes não convencionais de proteínas (BECKER, 2013; YAMAGUCHI, 
1996). A biomassa algal apareceu ao mesmo tempo como uma boa 
candidata para essa proposta, pois é capaz de melhorar o conteúdo nu-
tricional de alimentos convencionais devido à sua composição química 
original (SPOLAORE et al., 2006). Na Tabela 1, é apresentada uma 
comparação entre as composições gerais das principais fontes de ali-
mentos usadas para alimentação humana com diferentes espécies de 
microalgas.
A qualidade nutricional da proteína é determinada pelo seu perfil de a-
minoácidos. Na maioria das microalgas, o perfil de aminoácidos é com-
parável ao perfil padrão para a nutrição humana, proposto pela Organi-
zação Mundial da Saúde (OMS) e Organização das Nações Unidas para 
Agricultura e Alimentação (FAO), pois as células de microalgas têm ca-
pacidade de sintetizar os aminoácidos essenciais e não-essenciais (SAFI
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et al., 2013; 2014). As microalgas em geral possuem mais de 54 oligo-
elementos, necessários para as funções fisiológicas do corpo humano, 
em quantidades superiores às encontradas em legumes e outras plantas
terrestres (DHARGALKAR; VERLECAR, 2009). De acordo com Becker 
(2013), os carboidratos presentes nas microalgas apresentam uma efi-
ciente digestibilidade, razão pela qual não existe limitação no uso da 
sua biomassa seca para complementação de alimentos ou ração, e po-
dem ser encontrados na forma de amido, glucose e outros polissacarí-
dios. Os lipídios são compostos basicamente por glicerol e bases este-
reficadas de ácidos graxos saturados ou insaturados, sendo que alguns 
pertencem as famílias ω3 e ω6, e sua média varia entre 1% a 70% de 
peso seco, sendo que pode chegar até 90% em certas condições (MET-
TING JÚNIOR, 1996). Além disso, esses ácidos graxos podem ser ex-
traídos para sua conversão em biodiesel (BECKER, 2008).
Atualmente, o extrato de microalgas pode ser encontrado nas mais di-
ferentes formas, como cápsulas, comprimidos e bebidas, além de se en-
contrarem incorporadas em massas, lanches, doces e chicletes (LIANG 
et al., 2004). Devido às suas propriedades químicas, elas podem atuar
como um suplemento nutricional e fonte natural de corantes em alimen-
tos (SOLETTO et al., 2005).
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Atualmente, o cultivo microalgal é um dos mais modernos processos 
biotecnológicos em desenvolvimento. O interesse no estudo da biomas-
sa derivada destes microrganismos ocorre devido à sua utilização co-
mercial em diferentes áreas, como para a produção de biocombustíveis, 
aquicultura, nutrição humana e animal. Ainda, apresenta potencial para
tratamento de águas residuais, remoção de dióxido de carbono atmos-
férico (CHO et al., 2016) e para a obtenção de compostos de interesse 
das indústrias alimentícia, química, farmacêutica, nutracêutica, dentre 
outras (DERNER et al., 2006). Diversas espécies são cultivadas para 
produzir substâncias específicas, como pigmentos fotossintetizantes 
(CAMPOS et al., 2010; MIMOUNI et al., 2012). Estes pigmentos, ex-
traídos da biomassa microalgal, podem ser usados como corantes natu-
rais na indústria de cosméticos, funcionando também como fotoprote-
tores, atuando como pró-vitamina A e contra doenças degenerativas 
(DERNER et al., 2006). Também, tem demonstrado uma ação antioxi-
dante em vários ensaios in vitro de eliminação de radicais livres e em 
ensaios in vivo são evidenciadas atividades anti-inflamatórias (MIMOU-
NI et al., 2012).
Alguns ácidos graxos sintetizados por microalgas têm alto valor econô-
mico na indústria farmacêutica, pois são os principais precursores de 
hormônios importantes para o metabolismo (PEREIRA et al., 2012). A-
lém disso, o consumo destes pode ajudar a reduzir o risco de hiperten-
são, trombose, enfarte do miocárdio, doenças coronarianas, arritmias 
cardíacas e também tem demonstrado efeito positivo na função cere-
bral, do sistema nervoso e de doenças crônicas como: diabetes, cancro 
e desordens autoimunes (SILVA et al., 2012). Auxiliam também na re-
dução dos níveis de colesterol e triglicerídeos no plasma e reduzem o 
risco de artrite reumatoide (FERREIRA et al., 2013).
Pesquisas realizadas em alguns países da Ásia e África que consomem 
diariamente a Spirulina, uma cianobactéria, mostraram uma baixa inci-
dência de infecção pelo vírus HIV-1. Esses trabalhos sugerem que estas 
microalgas apresentam a propriedade de estimular a resposta imunitária 
(MARTINS, 2009). Além disso, estudos recentes confirmaram atividade 
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antimicrobiana em extratos de uma linhagem de cianobactéria isolada 
da Lagoa dos Patos, RS, contra cepas de M. tuberculosis MDR (multi-
drug resistant) (RAMOS et al., 2015). Estes resultados mostram a im-
portância de estudos detalhados de extratos e toxinas derivados de li-
nhagens de microrganismos como fontes promissoras de moléculas bio-
ativas.
Essa ampla variedade de propriedades terapêuticas resulta dos metabó-
litos secundários presentes nas espécies de plantas e microrganismos. 
As funções dos metabólitos secundários na dinâmica dos organismos 
que os produzem ainda não são completamente conhecidas pela ciên-
cia, mas em geral pode ser dito que, enquanto os metabólitos primários 
(proteínas, carboidratos, etc.) são essenciais para a manutenção e re-
produção da vida, os metabólitos secundários (terpenos, fenóis, etc.) 
servem como um tipo de interface química entre o organismo e seu am-
biente, agindo como antioxidantes naturais, fungicidas e toxinas, entre 
outras funções.
A composição química celular das microalgas pode sofrer alterações 
conforme variações ambientais físico-químicas, como modificações no 
pH (TARALDSVIK; MYKLESTAD, 2000; KHALIL et al., 2010), na inci-
dência luminosa (CARVALHO et al., 2009; FERNANDES et al., 2010;
WAHIDIN et al., 2013; NOGUEIRA et al., 2015; GEORGE et al., 2014),
na temperatura (OLIVEIRA et al., 1999; RENAUD et al., 2002; CON-
VERTI et al., 2009; ROLEDA et al., 2013), nas diferentes concentra-
ções de N e P (CHU et al., 2013; GUO et al., 2014; ADAMS; BUGBEE, 
2014; ROOPNARAIN et al., 2014; SINGH et al., 2014; WUA; MIAO, 
2014; CHU et al., 2014), na concentração de sais (AN et al., 2013), 
íons metálicos (RUANGSOMBOON et al., 2013) e regimes de cultivos 
autotrófico-heterotrófico (LU et al., 2010; GAO et al., 2010; MSANNE 
et al., 2012).
Diversas são as microalgas que podem ser encontradas em um consór-
cio algáceo, dentre elas a Chlorella sp., uma das espécies vendidas co-
mo suplemento alimentar (PEREIRA et al., 2012) a qual apresenta diver-
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sos benefícios na saúde como a eficácia em úlceras gástricas, ferimen-
tos e constipação, juntamente com a ação preventiva contra a ateros-
clerose, hipercolesterolemia e atividade antitumoral (BECKER, 2008). 
Além disso, a ingestão de seu extrato pode aumentar a concentração 
de hemoglobina, diminuir os níveis de açúcar no sangue, além de agir 
como um hipocolesterolêmico e como um agente hepatoprotetor em ca-
sos de intoxicação por etionina e deficiência nutricional (BARROW; 
SHAHIDI, 2007). Conforme esses autores, o extrato de Chlorella pode 
ser administrado em mamíferos, de modo a aumentar a proliferação de 
esplenócitos e a produção de citoquinas, podendo ser utilizado como 
um suplemento para o estímulo da resposta imune. De acordo com Mil-
ledge (2011), a substância ativa mais importante nesse gênero é 
β-1,3-glucano, a qual se acredita ser ativador da imunoestimulação, se-
questrador de radicais livres e capaz de reduzir lipídeos no sangue.
Outro gênero de microalgas comumemente encontrada é a Scenedes-
mus, que apresenta alta eficiência na remoção de fósforo e nitrogênio 
em esgotos urbanos (MARTINEZ et al., 2000). É considerada cosmopo-
lita, podendo produzir, em cultivos de larga escala, um conteúdo de 50-
56% de proteína (SOEDER; HEGEWALD, 1988), além de apresentar al-
tas taxas de crescimento, sendo, portanto, muito utilizada em estudos 
toxicológicos (GÜÇLÜ; ERTAN, 2012). De acordo com Chu et al. 
(2011), este gênero possui carotenoides reconhecidos por seu potencial 
antioxidante e terapêutico, como neoxantina, luteína, loroxantina e vio-
laxantina, além da presença de β-caroteno.
Spirulina, Chlorella e Scenedesmus são microalgas que apresentam em 
sua composição elevado teor de proteínas e lipídios. Spirulina e Chlorel-
la possuem certificado Geralmente Reconhecidos como Seguros (GRAS)
emitido pelo Food and Drug Administration (FDA), podendo ser utiliza-
das como alimento sem oferecer risco à saúde humana, quando em cul-
tivo axênico ou unialgal. Porém, sua toxicidade necessita ser testada
quando em comunidade com demais organismos. O gênero Scenedes-
mus já vem sendo utilizado como ração animal e suplemento alimentar 
(RADMANN, 2007).
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Apesar dos benefícios apresentados, diversas microalgas são conheci-
das pelo seu potencial toxicológico, sendo necessários estudos, já que 
de acordo com Cazarin et al. (2004), sempre que o homem tiver conta-
to com um novo produto lançado, estudos devem ser realizados com o 
intuito de verificar os riscos da substância. Guimarães Júnior et al. 
(2013) relatam que alguns gêneros de dinoflagelados, diatomáceas e 
cianobactérias possuem espécies potencialmente tóxicas, que podem 
influir na economia e saúde pública, podendo haver contaminação am-
biental pela produção e liberação de toxinas ou redução da carga de 
oxigênio da água caso ocorra uma floração (aumento exponencial do 
número microalgas de uma mesma espécie).
A toxicologia estuda os efeitos adversos causados pela interação entre 
as substâncias químicas com os organismos, avaliando a probabilidade 
da ocorrência dos efeitos adversos devido à exposição a uma determi-
nada substância, e em quais condições ela pode causar danos (AZEVE-
DO, 2010). A toxicidade de uma substância está relacionada ao com-
portamento farmacocinético dos compostos, como presença de meta-
bólitos ativos, baixa disponibilidade ou a duração da ação, que pode ser 
muito curta ou muito longa (MASIMIREMBWA et al., 2003).
Segundo Moura et al. (2012) os testes de toxicidade são realizados 
com o intuito de estabelecer resultados da influência das toxinas sobre 
os seres ligados, direta ou indiretamente, ao local onde esses agentes 
tóxicos são liberados. Por isso, informações toxicológicas sobre com-
postos químicos são obtidas basicamente em testes com animais de la-
boratórios em condições previamente padronizadas (BOELSTERLI, 
2003; TURINI, 2012). O teste de toxicidade aguda ocorre após um úni-
co contato (dose única) ou múltiplos contatos com o agente tóxico em
um intervalo de 24 horas, avaliando a mortalidade, imobilidade dos or-
ganismos e a influência em reações bioquímicas do metabolismo. Os 
efeitos podem aparecer de imediato ou no decorrer de alguns dias, no 
máximo duas semanas (PIMENTEL et al., 2006; AMARAL; SILVA, 
2008). De acordo com Oga (2003), a dose única é comumente utiliza-
da na determinação da potência da substância alvo em casos de inges-
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tão. Nos testes de toxicidade subcrônica, ou de curta duração, o expe-
rimento dura, geralmente, entre 21 e 90 dias e decorre do efeito tóxico 
após exposição prolongada ao agente tóxico, o que permite identificar 
se o efeito é acumulativo ou não, e auxilia na detecção dos órgãos afe-
tados após serem submetidos a doses múltiplas. Os animais devem ser 
observados ao menos uma vez ao dia quanto ao consumo de ração, pe-
so, mudança de cor, textura do pelo, alteração motora e alteração de 
comportamento (MOURA et al., 2012).
Devido ao grande interesse em microalgas, o objetivo do estudo foi 
avaliar o potencial toxicológico agudo e subcrônico do extrato algal pro-
duzido a partir do efluente da suinocultura, pelas vias intraperitoneal e 
gavagem, em modelo animal padrão de teste toxicológico em camun-
dongos. O estudo focou na resposta dos camundongos à possível pro-
dução e acumulação de metabólitos pelas microalgas em função de es-
tresse ambiental (privação de N no meio de cultura). O interesse parti-
cular reside nos metabólitos secundários, que podem ser entendidos co-
mo respostas químicas das microalgas às variações ambientais, para se 
adaptarem ao novo ambiente.
O presente Boletim de Pesquisas é resultado de uma atividade intitulada 
Avaliação da composição quali-quantitativa e a toxicidade do material 
algáceo produzido, e faz parte do Plano de Ação 7 - Desenvolvimento e 
operacionalização de dois sistemas biológicos para tratamento do 
efluente de biodigestores, que é parte do projeto MP2 Tecnologias para 
a produção e uso de biogás e fertilizantes a partir do tratamento de de-
jetos animais no âmbito do plano ABC (02.12.08.0004.00.00).
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Materiais e Métodos
O presente trabalho foi realizado no Setor de Laboratórios de Análises
Físico-Químicas, no Laboratório de Experimentação e Análise Ambien-
tal, da Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuária – Embrapa Suínos 
e Aves, localizada em Concórdia, SC, e no biotério do Departamento de 
Ciências da Saúde, Laboratório de Histologia, da Universidade Regional 
Integrada do Alto Uruguai e das Missões – URI Erechim, RS.
Produção de biomassa microalgal
O efluente utilizado para o cultivo de microalgas foi obtido da Estação 
de Tratamento de Dejetos Suínos (ETDS) da Embrapa Suínos e Aves, e
o inóculo das microalgas foi coletado na lagoa facultativa do sistema de
tratamento de dejetos suínos. Inicialmente, o inóculo foi submetido a 
um peneiramento (ASTM 170) para retenção de material grosseiro, e 
em seguida passou por um período de aclimatação em um fotobiorrea-
tor. Como se tratava de uma cultura natural, foi observada a predomi-
nância de várias espécies de microalgas, conferindo um status de “con-
sórcio” de microalgas.
Os volumes máximos de efluentes utilizados foram previamente testa-
dos a fim de não provocar inibição do crescimento das microalgas pelo
substrato (MICHELON, 2015). As microalgas foram cultivadas em re-
servatório circular de 500 L (Ø 121,2 cm e altura de 58,4 cm) (Figura 
1) sob a luz natural (variação de 90-733 μmol m-2 s-1) e temperatura 
ambiente, variando de 15,4 a 48°C. Esses reservatórios foram manti-
dos sob agitação contínua (Bombetec, BMX 1.0 DR).
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Figura 1. Reator utilizado para cultivo de microalgas sob condições naturais.
Os experimentos foram realizados em batelada alimentada usando di-
gestato não esterilizado de um efluente suinícola a partir de um reator 
anaeróbio (UASB – Anaerobic Upflow Sludge Blanket) e 30% (v/v) do 
inóculo de microalgas (≅70 mg L−1 em massa seca), diluídos em água. 
A possibilidade de engenharia metabólica fornece uma ferramenta im-
portante para estudos da composição celular de microalgas cultivadas 
com água residuária da suinocultura. Após sete dias da inoculação, 400 
litros de meio de cultura contendo biomassa de microalgas foram colhi-
dos por centrifugação (T10, EVODOS, Holanda) e as células foram res-
suspensas em 400 L de água privada de nutrientes. Após 25 dias, as 
células foram colhidas por centrifugação e a biomassa coletada para 
análise posterior.
Após a colheita, o material foi centrifugado (4.200 rpm, por 30 min) 
para desidratação, congelado e liofilizado (LJI-030, JJ Científica, Brasil) 
para os testes de composição química e toxicologia.
Composição química celular
O cultivo foi realizado utilizando efluente do UASB (6% v/v), por um pe-
ríodo de sete dias. Após esse período de crescimento, a cultura de mi-
croalgas foi separada. Posteriormente à separação, as células foram no-
vamente ressuspendidas em água, livre de nutrientes. Após 25 dias sob
privação de nutrientes, o cultivo foi centrifugado e a biomassa coletada.













A visualização dos microrganismos envolvidos no processo foi acompa-
nhada por microscopia (Eclipse E200, Nikon, Japão) equipado com uma 
câmera Moticam 1000 1.3 MP.
Determinação de Na e K
A determinação analítica de Na e K foi realizada por fotometria de emis-
são, baseada no método oficial 956.01 (ASSOCIATION OF OFFICIAL 
ANALYTICAL CHEMISTS, 1995) e nos procedimentos 3500-Na e 
3500-K conforme Rice et al. (2012). A quantificação dos elementos foi 
realizada por aspiração direta da solução da amostra em um fotômetro 
de chama (B462, Micronal, Brasil). O equipamento foi operado com 
chama de ar comprimido-GLP (pressão de ar: 12,5 psi) e com taxa de 
aspiração média de 6 mL min-1. A detecção das emissões do Na e K fo-
ram realizadas, respectivamente, a 589 e 766 nm.
Determinação de P
A determinação da concentração de P foi realizada conforme o método 
4500-P do ácido ascórbico (RICE et al., 2012).
Determinação de Ca, Mg, Cu, Zn, Fe e Mn
A determinação dos elementos Ca, Mg, Cu, Zn, Fe e Mn foi feita por 
espectrofotometria de absorção atômica em chama (EAA SpectrAA 
220, Varian, Austrália) baseada no método oficial 975.03 (ASSOCIA-
TION OF OFFICIAL ANALYTICAL CHEMISTS, 1995). A quantificação 
dos elementos foi realizada por aspiração direta da solução da amostra. 
O equipamento operou com chama de ar comprimido-acetileno e com 
taxa de aspiração média de 7 mL min-1.
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Determinação de lipídios
O procedimento analítico para a determinação de extrato etéreo foi ba-
seado no método oficial Am 5-04 (AMERICAN OIL CHEMISTS’ SOCIE-
TY, 2004). A amostra foi extraída com éter de petróleo (faixa de desti-
lação de 30 a 70°C) sob alta pressão a 90°C por 90 min em sistema 
Ankom XT15 (Macedon, USA), e o conteúdo de extrato etéreo (consti-
tuído, predominantemente, por triacilgliceróis) foi determinado indireta-
mente por gravimetria.
Determinação do perfil de ácidos graxos
Os lipídios foram extraídos com diclorometano e metanol, e em seguida 
o extrato foi tratado com hidróxido de sódio e metanol. Os ésteres for-
mados foram determinados por cromatografia a gás com detector por 
ionização em chama (GC-FID CP-3800, Varian, EUA) e detectados por 
ionização em chama (fluxo de H2 de 30 mL/min e fluxo de ar de 300 
mL, min). A separação foi realizada com uma coluna capilar sílica fundi-
da (CP Sil 88, com 50 mm de comprimento 0,25 mm de diâmetro inter-
no e 0,2 m de espessura de filme CP7489, Varian, EUA). Nitrogênio 
ultrapuro foi usado como gás de arraste com fluxo de 1,6 mL/min. A 
identificação dos ésteres metílicos foi baseada na comparação dos tem-
pos de retenção da amostra com os padrões autênticos (47885-U Su-
pelco® 37 Component FAME Mix, 47015-U Supelco PUFA nº 2 Animal 
Source) (ZENEBON et al., 2008).
Determinação de proteínas
O teor de proteína bruta nas células das microalgas foi determinado uti-
lizando o método indireto descrito por Becker (2008). Para tanto, foi 
utilizada a correlação do “conteúdo de proteína = conteúdo de nitrogê-
nio × 6,25” que descreve a relação entre o teor de proteína e nitrogê-
nio. A concentração de N foi determinada em analisador FP-528 (Leco, 
USA), gerenciado através do software Leco FP-528.
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Determinação de carboidratos
A determinação de carboidratos foi calculada pela diferença total da 
matéria seca, de acordo com Bi e He (2013).
Determinação de cinzas
O procedimento analítico para determinação do conteúdo de cinzas 
(matéria mineral) foi realizado por gravimetria, baseado no método nº 
36 (COMPÊNDIO..., 2009). Para a caracterização das cinzas (Na, K, P, 
Ca, Mg, Cu, Zn, Fe, Mn), todas as amostras foram submetidas à solubi-
lização ácida (10 mL de HCl (aq.) 6 mol/L, solubilizada por aquecimento 
em chapa a 80-90ºC), de acordo com o método oficial 965.09 (ASSO-
CIATION OF OFFICIAL ANALYTICAL CHEMISTS, 1995) e no procedi-
mento nº 38 (COMPÊNDIO..., 2009).
Testes toxicológicos
O delineamento experimental dos testes toxicológicos foi submetido à 
Comissão de Ética no Uso de Animais (CEUA) da Universidade Regional 
Integrada do Alto Uruguai e das Missões – URI Erechim, e recebeu pa-
recer favorável em 10 de julho de 2015, frente à Lei Nº 11.794 de 8 de 
outubro de 2008.
Lise celular mecânica
Conforme citado por Becker (2008), as proteínas algais não são eficien-
temente utilizadas quando ingeridas com as células intactas em huma-
nos ou animais monogástricos, sendo necessário então, métodos para 
o rompimento celular. Devido à utilização da via intraperitoneal (i.p.) e 
via gavagem, foi estabelecido como veículo de administração a solução 
salina 0,9%, por se tratar de uma substância isotônica, que mantém o 
equilíbrio osmótico dos camundongos (ÉVORA et al., 1999).
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Foram pesadas subamostras de 0,005 g de material liofilizado e ressus-
pendido em 15 mL de solução salina 0,9% em tubos falcon. O material
foi levado à sonicação (QSonica Ultrasonic Processor Q700) para lise 
celular em banho de gelo, para evitar o aquecimento e, consequente-
mente, possível alteração bioquímica da amostra.
A configuração do equipamento de sonicação foi mantida em amplitude 
de 50%, onde foram avaliados diferentes tempos de lise mecânica: 20, 
30, 40, 50, e 420s. Após o tempo de sonicação, as amostras contendo 
as células foram centrifugadas a 2.500 rpm por 5 min. Foi realizada a 
leitura da absorbância do sobrenadante do extrato de microalgas em cu-
beta de quartzo (espectrofotômetro UV/VIS, Lambda EZ150, Perkin El-
mer, EUA), em varredura entre os comprimentos de onda de 190 e 600 
nm, e determinado 570 nm como o comprimento de onda de leitura das
amostras para comparação dos tempos de extração (LOURENÇO, 
2006).
Ensaio da toxicidade aguda
Para os testes foram utilizados camundongos machos Swiss, pesando 
entre 30 e 35 g, com 60 dias de idade, oriundos do biotério da URI/Ere-
chim. Para a definição das doses utilizadas neste experimento, foi reali-
zado um estudo piloto, a fim de identificar a menor dose do extrato de 
microalgas que causasse toxicidade evidente tanto pela via i.p. quanto 
via gavagem. O estudo de toxicidade foi baseado na metodologia da 
ORGANISATION FOR ECONOMIC CO-OPERATION AND DEVELOP-
MENT (2001) e conforme as diretrizes 420, 423 e 425.
A partir do estudo piloto, os camundongos foram divididos em cinco 
grupos, conforme segue: o grupo controle CTL1 (n=3), que recebeu 
solução salina 0,9%, via i.p. e o grupo controle CTL2 (n=3) que rece-
beu solução salina, via gavagem; o grupo Experimental 1 (EXP1) (n=5), 
que recebeu o extrato de microalgas na dose de 1.500 mg kg-1, via
i.p.; o grupo Experimental 2 (EXP2) (n=5), na dose de 2.500 mg kg-1, 
via i.p.; e o grupo Experimental 3 (EXP3) (n=5), na dose de 2.500 mg 
kg-1, via gavagem.
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Após a administração do extrato, foram realizadas observações clínicas
comportamentais, segundo Malone e Robichaud (1983), nos tempos de
 15 min, 30 min, 1h, 2h, 4h e 8h, e depois diariamente, até o terceiro 
dia. Foram anotados os sinais de toxicidade, além da época de seu apa-
recimento, intensidade, duração e progresso dos mesmos, os quais fo-
ram tabulados em uma escala de 0 a 4 (ausente, raro, pouco, modera-
do, intenso). O peso corporal, consumo de água e ração também foram 
observados. Os animais sobreviventes foram previamente anestesiados 
com Zoletil IM50 para posterior eutanásia em câmara de CO2. Após a 
eutanásia, foi realizada a avaliação macroscópica dos órgãos, além da 
pesagem de fígado, rim, baço e cérebro total para determinação dos 
pesos absolutos e relativos.
Ensaio da toxicidade subcrônica
Com base nos resultados dos testes iniciais (piloto) de toxicidade agu-
da, foi delineado o experimento de toxicidade subcrônica. Para os tes-
tes subcrônicos, também foram utilizados camundongos machos da li-
nhagem Swiss, pesando entre 30 e 40 g, com 60 dias de idade, oriun-
dos do biotério da URI – Campus Erechim. Os animais foram divididos 
em três grupos, conforme segue: grupo controle (CTL3) (n=8), que re-
cebeu solução salina 0,9%, na dose de 10 mL kg-1; grupo EXP 4 
(n=8), que recebeu o extrato de microalgas na dose de 1.500 mg kg-1; 
e o grupo EXP 5 (n=7), que recebeu o extrato de microalgas na dose 
de 2.500 mg kg-1, todos via gavagem. A administração dos três grupos 
ocorreu diariamente, durante 30 dias.
Foram realizadas observações clínicas comportamentais segundo Malo-
ne e Robichaud (1962) e as mesmas registradas a cada sete dias. Si-
nais de toxicidade, a época do seu aparecimento, a intensidade, a dura-
ção e a progressão dos mesmos foram anotados, tabulando-as numa 
escala de 0 a 4 (ausente, raro, pouco, moderado, intenso), para poste-
rior análise. Durante o experimento, foram analisados e anotados, a ca-
da sete dias, o peso corporal e o consumo de água e ração dos animais 
dos diferentes grupos. Após a eutanásia, o abdômen foi incisado para a 
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avaliação macroscópica dos órgãos e coleta do fígado, rim, baço e cé-
rebro para determinar os pesos absolutos e relativos.
Análise estatística
Foi realizado o tratamento estatístico através da análise de variância 
(ANOVA) de uma via, seguida pelo teste de comparação múltipla de Tu-
key, utilizando o software GraphPad Prism6®. A análise estatística dos 
dados morfológicos e histológicos foi realizada pelo teste de distribui-
ção não paramétrica Kruskal Wallis do Bioestat 5.3, seguido do teste 
Student-Newmam-Keuls. Considerou-se um nível de significância de 
5%. Os resultados foram expressos através de média ± desvio padrão 
(Média ± DP).
Resultados e Discussão
Identificação e composição celular das microalgas
O consórcio de microalgas usado como inóculo foi obtido diretamente a 
partir de uma lagoa facultativa utilizada como processo de tratamento 
terciário para remover nutrientes de um efluente previamente digerido 
das instalações da Embrapa Suínos e Aves. A análise microscópica re-
velou a predominância de Chlorella spp. e Scenedesmus spp. no inóculo 
(Figura 2).
 
Figura 2. Fotomicrografia do consórcio de microalgas (1000X): (A) Chlorella 
spp. (B) Scenedesmus spp.













O gênero Scenedesmus pertence ao grupo das clorofíceas, são algas de
superfície e vivem bem em águas com elevado teor mineral. Scenedes-
mus é comumente usado na biotecnologia em culturas para a produção 
de biomassa para ração animal, suplemento alimentar e biofixação de
CO2 (RADMANN, 2007). Esta espécie possui um conteúdo de aminoá-
cidos essenciais superior ao apresentado por alimentos convencionais e, 
ainda, apresenta níveis de proteína entre 25 e 65%, o que a transforma 
em uma atrativa fonte de proteínas (QUEVEDO et al., 2008). A Chlorel-
la é uma microalga unicelular, encontrada em tanques e lagos, com 
grande habilidade de realizar fotossíntese. É uma microalga rica em clo-
rofila, proteínas, vitaminas, sais minerais e aminoácidos essenciais e 
que apresenta alta capacidade de fixação de CO2, é resistente a altas 
temperaturas e tolerante a SO2 e NO (RADMANN, 2007). É uma das 
espécies vendidas como suplemento alimentar (PEREIRA et al., 2012), 
a qual é correlacionada a diversos benefícios na saúde (BECKER, 2008).
A concentração de N e P afeta a acumulação de lipídios no interior das 
células. Este fenômeno é particularmente interessante para melhorar a 
nossa compreensão atual do metabolismo e variações fisiológicas em 
microalgas como resultado de mudanças no meio de cultura, especial-
mente a partir de efluentes de águas residuais. Os lipídios e carboidra-
tos são dois grandes grupos de compostos de carbono de armazena-
mento de energia que aparecem nas células de microalgas, em resposta 
a condições de estresse (SIAUT et al., 2011; ZHU et al., 2014). A 
composição química das células privadas de nitrogênio e fósforo por 25 
dias mostrou 22%, 56,8% e 16,3% de proteínas, carboidratos e lipí-
dios, respectivamente. Particularmente para a concentração de lipídeos, 
foi observado um aumento de cerca de cinco vezes após privação de 
nutrientes em relação ao material sem estresse nutricional (MICHELON 
et al., 2015). A biomassa privada de N e P proporcionou 4,8% em cin-
zas, tal matéria sendo rica em P (7.361 mg kg-1, ou 0,8%) e K (5.838 
mg kg-1, ou 0,6%) de acordo com a Tabela 2, que mostra a composição 
mineral da biomassa do consórcio.
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O esgotamento do nitrogênio leva a um aumento no teor de lipídios ou 
carboidratos, pois isso as obriga a converterem clorofila e proteína/pep-
tídeos para lipídios/carboidratos em resposta ao ambiente extremo (JI-
AN-MING et al., 2010; HO et al., 2013; SUN et al., 2014). Quando as 
condições de cultura mudam, estas microalgas também podem ter a ca-
pacidade de sofrer mudanças programáticas na partição do carbono fo-
tossintético e composição química (DEAN et al., 2010).
Tabela 2. Composição mineral da biomassa do consórcio de microalgas (em mg 
kg-1).
Ca Mg P Cu Zn Mn Fe Na K 
2.968 2.466 7.361 41,58 550,48 130,73 3.312,05 332 5.838
Resultado semelhante foi demonstrado por Chu et al. (2014), que estu-
daram o cultivo com microalga Scenedesmus obliquus, onde a concen-
tração de proteínas foi rapidamente reduzida de 52,8% para um valor 
médio de 17,9%, o nível de carboidratos aumentou 25,6% e o acúmulo 
de lipídios foi incrementado de 13 para 35% com privação de N e P por
um período de 16 dias. A acumulação de lipídios acompanhada por au-
mento de carboidratos foi também observada em outras espécies de mi-
croalgas, tais como S. obliquus, Chlorella zofingiensis, Phaeodactylum 
tricornutum e Neochloris oleoabundans, e todos, sem exceção, mostra-
ram que a acumulação de lipídios ficou aquém dos carboidratos (BRE-
UER et al., 2012).
O conteúdo e a composição dos lipídios e ácidos graxos em microalgas, 
além de ser espécie-específico, podem ser influenciados por fatores co-
mo luz, temperatura, concentração de nutrientes e concentração de dió-
xido de carbono (KRZEMIŃSKA et al., 2015; TALEBI et al., 2013). Na 
Tabela 3, são apresentadas as concentrações de ácidos graxos satura-
dos, ácidos graxos insaturados e ácidos graxos poli-insaturados, em re-
lação ao total dos ácidos graxos analisados, após 25 dias de cultivo 
com privação de nutrientes. Os ácidos palmíticos (C16:0), cis-oleico
(C18:1n9c), cis-linoleico (ω-6) (C18:2n6c) e α-linolénico (ω-3) (C18:
3n3_Alfa) estão entre os ácidos mais abundantes encontrados no 
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consórcio, representando uma concentração de 26,9%, 34,8%, 8,1% 
e 17,1%, respectivamente.
Ácidos graxos, como ômega-3, representam um importante componen-
te estrutural das membranas celulares humanas, particularmente células 
neurais. O consumo desse suplemento tem demostrado a prevenção de 
doenças cardiovasculares, nos sistemas nervosos e inflamatórias. Com 
relação à saúde cardiovascular, o consumo regular de ω-3 e ácidos gra-
xos podem ajudar a reduzir o risco de hipertensão, trombose, enfarte do
miocárdio e arritmias cardíacas (SIJTSMA; SWAAF, 2004; BRUNNER, 
2006; HORROCKS; YEO, 1999). Outros estudos mostraram que uma 
proporção equilibrada de ω6/ω3 na dieta diminui as doses de medica-
mentos farmacêuticos necessários (SIMOPOULOS, 2002).
Lise celular mecânica
Embora a extração dos compostos das microalgas seja relativamente 
fácil de ser executada, são usados vários processos para aumentar a 
eficiência e o rendimento com baixos custos. Além de outros métodos, 
o tradicional método de sonicação (ultrassom) também é utilizado, com 
eficiência, para o rompimento da parede celular das algas (MORIOKA, 
2014).
Após o procedimento metodológico para a lise celular mecânica, a 
amostra com o tratamento de sonicação por 50s em solução salina 
apresentou a melhor desagregação de células e desintegração de pare-
de celular, propiciando uma suspensão homogênea, observado pela ma-
ior absorbância (0,174) em consequência da maior liberação do conteú-
do intracelular no meio (Figura 3).
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Tabela 3. Perfil de ácidos graxos (% em relação aos lipídeos totais) da biomas-
sa do consórcio de microalgas.




















De acordo com os resultados obtidos na Figura 3, os tempos de sonica-
ção de 20, 30 e 40s não foram eficazes no rompimento celular, sendo 
utilizado o tempo de 50s pela maior absorbância em consequência da 
maior liberação de pigmento. Foi testado mais um tempo de sonicação 
além dos 50s (420s), sendo observada diminuição na absorbância, pro-
vavelmente pela degradação do pigmento mensurado pelo aquecimento 
da amostra devido ao prolongado tempo de exposição à probe do soni-
cador.
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Figura 3. Análise espectrofotométrica no comprimento de onda de 570 nm do 
extrato de microalgas em diferentes tempos de sonicação.
Ensaios de toxicidade
Em estudo realizado por Lima et al. (2014a), foi descrito um caso de in-
fecção disseminada por Chlorella sp. em ovinos, na região semiárida da 
Paraíba, onde o animal apresentou emagrecimento e aumento de volu-
me abdominal. Em outro estudo, realizado por Maia et al. (2015), foi re-
latado também um caso de hepatite por Chlorella sp. em ovinos, o qual 
apresentava perda de peso progressivo e aumento de volume abdominal 
e clinicamente observou-se palidez das mucosas, caquexia, dificuldade 
de manter-se em estação e ascite. Os autores descrevem que na área 
onde estavam os ovinos havia poços, lagos e bebedouros com água es-
tagnada e esverdeada. Apesar dos benefícios apresentados, diversas 
microalgas são conhecidas pelo seu potencial toxicológico, sendo ne-
cessários mais estudos que avaliem parâmetros de toxicidade.
A avaliação toxicológica da biomassa de algas produzida é uma etapa 
fundamental para a destinação de uso dessa biomassa. A determinação 
de uma dose terapêutica segura é de suma importância para o uso de 
uma droga. Através do cálculo da DL50 (dose letal para 50% da popu-
lação) é possível calcular o índice terapêutico de uma substância, 
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fornecendo alguma ideia da margem de segurança no uso da mesma 
(RANG et al., 2001). No entanto, esse teste foi banido oficialmente em
2002 pela OECD. Com isso, diferentes métodos surgiram para determi-
nação da toxicidade aguda, entre eles o teste da dose fixa, o qual prevê
o uso de doses baixas, como 5, 50, 300 e 2.000 mg kg-1 ou excepcio-
nalmente 5.000 mg kg-1 onde, além da letalidade, outros parâmetros 
são investigados em estudos para identificar o potencial tóxico em ór-
gãos específicos, identificando a toxicocinética e a relação dose-respos-
ta.
Em relação exclusivamente à mortalidade, um resumo dos experimentos 
de toxicidade (agudo e subcrônico) é mostrado na Figura 4. Porém, é 
importante ressaltar que o teste da dose fixa tem como objetivo princi-
pal a identificação da toxicidade evidente, e não apenas a mortalidade 
(VALADARES, 2007; CAZARIN et al., 2004).
 
Figura 4. Desenho experimental com as vias de administração, as doses (mg 
kg-1 de peso corporal), o n amostral, o tempo de exposição e o resultado, em 
percentual de mortalidade, dos ensaios de toxicidade realizados.

















Ensaios de toxicidade aguda
Administração via intraperitoneal
Mortalidade
Analisando o índice de mortalidade (Figura 4) dos ensaios de toxicidade 
aguda pode ser observado que, após 48 horas da administração do ex-
trato de microalgas na dose de 1.500 mg kg-1, apenas um indivíduo do 
grupo chegou a óbito (n=5), correspondendo a 20%, enquanto na dose 
de 2.500 mg kg-1 três indivíduos morreram (60%).
Sinais clínicos de toxicidade
A Tabela 4 mostra os parâmetros de toxicidade nos diferentes grupos 
do experimento de toxicidade aguda via i.p. Dentre os 10 diferentes pa-
râmetros analisados de sinais clínicos de toxicidade (piloereção, lacrima-
ção, diarreia, respiração fraca, funções desequilibradas, redução da ati-
vidade motora, imobilidade, inchaço de cabeça e face, lamber, agonia), 
somente o eriçamento de pelo, redução da atividade motora e diarreia 
foram observados.
Analisando o parâmetro de eriçamento de pelo nos 120 e 480 min de 
experimento foi visto um aumento significativo de escores no grupo 
EXP2 em relação ao grupo CTL1 (p=0,009 e p=0,003, respectivamen-
te). Já os animais do grupo EXP1 apresentaram maior intensidade de 
eriçamento de pelo significativo em relação ao CTL1 nos 240 minutos 
(p=0,004) e 3º dia (p=0,007) após a administração.
Foi visto uma redução da atividade motora significativa no grupo EXP2
nos tempos de 15, 30, 60, 120 e 240 de experimento quando compa-
rado ao grupo CTL1 (p=0,005; p=0,005; p=0,005; p=0,026 e p=
0,005, respectivamente) (Tabela 4). Nos mesmos tempos de experi-
mento, foi observado uma redução significativa da atividade motora do 
grupo EXP2 em relação ao EXP1 (p=0,007; p=0,007; p=0,007; p=
0,033 e p=0,007, respectivamente).
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Na Tabela 4, podemos notar que os animais do grupo EXP1 e EXP2 a-
presentaram diarreia quando comparado ao grupo CTL1, porém sem ha-
ver significância. Esses resultados indicam toxicidade causada pelo ex-
trato de microalgas e que foram de maior intensidade nos animais da 
dose de 2.500 mg kg-1 (EXP2) em relação aos animais que receberam a 
dose de 1.500 mg kg-1 (EXP1). Segundo Guerra et al. (2000), o eriça-
mento dos pelos é um indicativo de toxicidade e desconforto físico dos 
animais, assim como a redução da atividade motora. A diarreia verifica-
da nos animais pode ter sido causada pelos antioxidantes presente nos 
carotenoides de Scenedesmus, microalga componente do extrato admi-
nistrado nos animais (MOURA et al., 2012; CHU et al., 2011).
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Peso corporal
O acompanhamento da massa corporal do animal é um importante indi-
cador para a avaliação da toxicidade de uma substância. As alterações 
no peso corporal de animais tratados com diversas substâncias têm si-
do utilizadas como indicadores de efeitos adversos de medicamentos e 
outros produtos químicos, especialmente se a perda da massa corporal 
for maior do que 10% do peso inicial (OLIVEIRA et al., 2013). A partir
disso, muitos protocolos recomendam a necessidade de avaliar os indí-
cios de toxicidade pela presença de perda de peso corporal, acompa-
nhada ou não de redução do consumo de alimentos, pelos eriçados, 
além de alterações de peso de órgãos (RAMOS et al., 2008).
O peso corporal dos animais no início do tratamento foi: no grupo CTL1
(33,78± 2,64); EXP1 (38,47±2,71) e EXP2 (35,69±3,56), e se mos-
traram semelhantes, o que evita interferência no decorrer do experimen-
to. Analisando a Figura 5, podemos observar perda de peso corporal 
significativa após três dias de tratamento nos grupos EXP1 e EXP2 em 
relação ao grupo CTL1 (p=0,0043 e p=0,0095, respectivamente). 
Além disso, foi visto uma redução significativa de peso corporal ao lon-
go do tratamento (0-14 dias) no grupo EXP1 em relação ao grupo CTL1 
(p=0,0066), que de acordo com Teo et al. (2002) a redução na massa 
corporal é um sinal de toxicidade sistêmica.
 
Figura 5. Ganho de peso corporal no experimento via i.p. Resultados referentes 
a 2-4 animais por grupo. Os dados estão expressos em média ± desvio padrão. 
aDiferença significativa em relação ao CTL1.
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Vale ressaltar que a análise do peso corporal foi realizada com quatro 
animais no grupo EXP1 e dois animais no grupo EXP2 em função da 
mortalidade após 48h da administração do extrato. Por isso, as diferen-
ças no ganho de peso entre os animais do grupo EXP1 com EXP2 não 
podem ser comparadas, já que o índice de mortalidade do grupo EXP1 
foi menor que do EXP2, quando os animais sobreviventes podem ter 
criado resistência metabólica à dose do extrato de microalgas e, portan-
to, recuperado o peso perdido.
Consumo de ração e água
Segundo Mukinda e Eagles (2010), a análise do consumo de alimentos 
e água em uma experimentação animal é importante para investigar a
segurança das substâncias estudadas com intuito terapêutico, pois 
além da redução do desenvolvimento ponderal a toxicidade sistêmica se 
manifesta através da redução destes consumos. Desta forma, as análi-
ses de controle de consumo de água e ração foram realizadas visando 
detectar uma possível toxicidade do extrato utilizado.
Analisando a Figura 6, o consumo de ração dos animais dos grupos ex-
perimentais no decorrer do experimento foi similar ao do grupo contro-
le, com exceção dos últimos dias (11º ao 14º), onde foi visto redução 
significativa do consumo de ração no grupo EXP1 em relação aos gru-
pos CTL1 (p<0,0001) e EXP2 (p<0,0001). Quando analisado o consu-
mo de ração ao longo do experimento (0-14 dias), não foram encontra-
das diferenças significativas entre os grupos. A maior variabilidade dos 
resultados do EXP2 (expresso no desvio padrão) deve-se ao menor nú-
mero amostral (n=2) após 48h, devido à maior mortalidade.
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Figura 6. Consumo de ração no experimento via i.p. Resultados referentes a 2-4 
animais por grupo. Os dados estão expressos em média ± desvio padrão. aDife-
rença significativa em relação ao CTL1; bdiferença significativa em relação ao 
EXP2.
A Figura 7 mostra o consumo de água durante o experimento pelos gru-
pos. Podemos notar uma redução constante, no decorrer do experimen-
to, no consumo de água no grupo EXP1 em relação ao grupo CTL1 e 
EXP2, mas com significância nos dias 3 ao 7 (p=0,0003; p=0,0005, 
respectivamente) e nos últimos dias de tratamento no grupo EXP1 entre 
o grupo CTL1 (11º ao 14º) (p=0,006).
 
Figura 7. Consumo de água no experimento via i.p. Resultados referentes a 2-4
animais por grupo. Os dados estão expressos em média ± desvio padrão. aDife-
rença significativa em relação ao CTL1; bdiferença significativa em relação ao 
EXP2.
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Ao longo do tratamento (0-14 dias), pode ser observada diferença signi-
ficativa entre o grupo EXP1 em relação ao CTL1 (p=0,0047) e em rela-
ção ao EXP2 (p=0,0018), o que corrobora com os dados do peso cor-
poral e consumo de ração mostrando sinais de toxicidade no grupo tra-
tado com o extrato de microalgas na dose de 1.500 mg kg-1. Porém, 
ressalta-se que a administração de uma única dose de 2.500 mg kg-1 é 
considerada altamente tóxica em função do índice de mortalidade nos 
primeiros dias de tratamento, sendo que os resultados do consumo de
água no final do experimento são representativos dos únicos dois ani-
mais sobreviventes, não sendo, portanto, passíveis de comparação.
Peso absoluto e relativo dos órgãos
Os sinais de toxicidade sistêmica são definidos a partir da redução na 
massa corporal dos animais experimentais. Outros sinais de toxicidade 
podem se expressar pela alteração da massa relativa dos órgãos, alte-
rações hematológicas e bioquímicas sanguíneas (CUNHA et al., 2009).
Nas Figuras 8 e 9, podem ser observados os pesos dos órgãos dos ani-
mais nos diferentes grupos ao final do experimento. Na Figura 8, foi 
visto um aumento significativo no peso absoluto do baço dos animais 
do grupo EXP1 quando comparados ao CTL1 (p=0,0357). Também va-
le ressaltar um aumento no peso absoluto do fígado dos animais do gru-
po EXP1 e EXP2 em relação ao CTL1, no entanto, sem diferença signi-
ficativa. Conforme mostra a Figura 9, os resultados foram semelhantes 
ao peso absoluto, onde foi constatado aumento significativo no peso 
relativo do baço dos animais no grupo EXP1 em relação aos grupos CTL 
(p=0,0216). Constatou-se, ainda, uma tendência no aumento do peso 
relativo do fígado dos animais do grupo EXP1 e EXP2 em relação do 
CTL, o que pode estar relacionado com a metabolização dos compostos 
exógenos, podendo apresentar quadros de hepatomegalia (SCHINONI, 
2006).
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Figura 8. Peso absoluto dos órgãos no experimento via i.p. Resultados referen-
tes a 2-4 animais por grupo. Os dados estão expressos em média ± desvio pa-
drão. aDiferença significativa em relação ao CTL1.
O aumento significativo do baço dos animais que receberam a dose de 
1.500 mg kg-1 pode ser justificado pela presença da microalga Chlorella 
no extrato administrado nos camundongos que, de acordo Milledge 
(2011) e Barrow e Shahidi (2007), apresenta em sua composição uma 
substância ativadora da resposta imune que possui a capacidade de au-
mentar a proliferação de esplenócitos. Esse aumento da resposta imune 
pode ser benéfico se em doses moderadas. No entanto, o aumento do 
peso relativo verificado no baço pode ter sido provocado pela retenção 
de um alto nível de hemácias, produzindo um quadro semelhante ao 
choque hemorrágico, onde além do aumento do volume do órgão, pro-
voca também queda da hemoglobina (ZAGO; PINTO, 2007), mostrando 
ser uma dose tóxica em camundongos. Para a utilização do extrato co-
mo uma alternativa no aumento da resposta imune, devem ser realiza-
dos maiores estudos em doses menores.
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Figura 9. Peso relativo dos órgãos no experimento via i.p. Resultados referentes 
a 2-4 animais por grupo. Os dados estão expressos em média ± desvio padrão. 
aDiferença significativa em relação ao CTL1.
Administração via gavagem
A administração do extrato de microalgas na dose de 2.500 mg kg-1 pe-
la via gavagem, no experimento de toxicidade aguda, não levou a óbito 
nenhum camundongo no período de 14 dias (Figura 4).
Sinais clínicos de toxicidade
A Tabela 5 mostra os parâmetros de toxicidade nos diferentes grupos. 
Dentre os diferentes parâmetros analisados, somente o eriçamento de 
pelo e redução da atividade motora foram constatados.
Em relação ao eriçamento de pelos, não foram constatadas diferenças 
significativas entre os grupos. No entanto, foi visto uma redução signi-
ficativa da atividade motora no grupo EXP3 em relação ao CTL2 nas 
duas primeiras horas após a administração do extrato. Para pesquisas 
de toxicidade, somente um parâmetro, como a redução da atividade 
motora, não é suficiente para determinar a toxicidade da dose de 2.500 
mg kg-1 do extrato de microalgas via gavagem, sendo necessária a ava-
liação por outros protocolos (SILVA et al., 2016).
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Peso corporal
Parâmetros metabólicos, como o consumo de água e alimentos e avali-
ação do ganho de peso, devem ser analisados para investigação da to-
xicidade sobre o sistema gastrointestinal, já que a ingesta dos mesmos 
é essencial para o funcionamento adequado do sistema fisiológico dos 
animais, além de que as condições nutricionais impróprias podem acar-
retar na deficiência do organismo (FERREIRA, 2015; STEVENS e MYLE-
CRAIN, 1994).
O peso corporal no início do tratamento no grupo CTL2 (33,78± 2,64)
e EXP3 (35,73± 4,09) mostraram semelhanças, o que evita interferên-
cia no decorrer do experimento. Conforme mostra a Figura 10, não hou-
ve diferença significativa entre os grupos no ganho de peso corporal ao 
longo do experimento, porém os animais do grupo EXP3 tiveram menor 
ganho de peso durante a primeira semana de tratamento em relação ao 
grupo CTL, mas com recuperação até o final do experimento.
 
Figura 10. Ganho de peso corporal no experimento via gavagem. Resultados re-
ferentes a 3-5 animais por grupo. Os dados estão expressos em média ± des-
vio padrão.
Consumo de ração e água
O consumo de ração dos animais está representado na Figura 11. Pode 
ser observada similaridade no consumo de ração no grupo EXP3 em re-
lação ao CTL2, o que permite constatar ausência de toxicidade do ex-
trato de microalgas para este parâmetro. É possível supor, ainda, que o 
extrato de microalgas poderia servir como um suplemento por conter 
em sua composição proteínas, carboidratos e lipídios. Segundo Hernan-
dez e Nahas (2003) e Araujo e Navarro (2012), a ingestão excessiva de 
suplementos que contenham em sua composição proteínas, carboidra-
tos ou lipídios pode provocar aumento de peso, não fornecendo benefí-
cios para o ganho de massa muscular adicional e o aumento do desem-
penho físico. Entretanto esse resultado não confirmou a alegação de 
que a microalga Chlorella, presente no extrato administrado pode ser 
utilizada como inibidor de apetite (TEIXEIRA et al., 2008).
Pabst et al. (1976) verificaram o aumento de peso corporal seguido do 
aumento no consumo de ração em ratos que receberam uma dieta con-
tendo 20% da microalga Scenedesmus obliquus por 12 semanas. Ven-
kataraman et al. (1977; 1980) verificaram, em estudo com ratos, maior 
consumo de ração e aumento no peso corporal do grupo que recebeu a 
dieta com 20% de Scenedesmus obliquus, seguida do grupo de 15% e 
10%, ao longo de 12 semanas.
 
Figura 11. Consumo de ração no experimento via gavagem. Resultados referen-
tes a 3-5 animais por grupo. Os dados estão expressos em média ± desvio pa-
drão.
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O consumo de água pelos animais (Figura 12) mostrou um aumento sig-
nificativo do grupo EXP3 em relação ao CTL2 nos três primeiros dias de 
tratamento (p=0,001). Esse aumento no início do experimento resultou 
no aumento significativo no consumo de água total do grupo EXP3 em 
relação ao CTL2 (p=0,0005).
 
Figura 12. Consumo de água no experimento via gavagem. Resultados referen-
tes a 3-5 animais por grupo. Os dados estão expressos em média ±desvio pa-
drão. aDiferença significativa em relação ao CTL2.
Peso absoluto e relativo dos órgãos
Não se observou diferença significativa de pesos dos órgãos em ne-
nhum grupo (dados não mostrados).
Frente aos resultados do grupo tratado com o extrato de microalgas pe-
la via gavagem, quanto aos sinais clínicos de toxicidade, apesar de ha-
ver redução da atividade motora nas primeiras horas após a administra-
ção do extrato, os dados de consumo de ração, água, ganho de peso 
corporal e peso absoluto e relativo dos órgãos não demonstraram alte-
rações de toxicidade, mas devem ser considerados se o objetivo da 
pesquisa for a utilização do extrato para fins farmacológicos.
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Esse conjunto de resultados comparando as vias de administração (in-
traperitoneal e gavagem) comprovou que o extrato de microalgas na do-
se de 2.500 mg kg-1 se apresentou tóxico pela via i.p. Por outro lado, 
pela via gavagem, nesta mesma dose, não foi verificado letalidade. No 
entanto, não se mostrou totalmente seguro para estudos farmacológi-
cos.
A utilização da gavagem pode ser influenciada pelo esvaziamento gás-
trico, que pode levar a efeitos opostos na absorção de ácidos e bases 
fracas causadas pela diferença de pH no estômago e no intestino. No 
entanto, se o esvaziamento gástrico é retardado, a assimilação da maio-
ria dos nutrientes é reduzida, devido à grande superfície de absorção do
intestino. A mesma pode ser afetada inclusive pela solubilidade nos lí-
quidos gastrointestinais e a concentração da substância administrada, 
já que está relacionada as alterações no pH do trato gastrointestinal 
(TGI), flutuações na motilidade do TGI, alterações na permeabilidade da 
membrana intestinal e também interação com o alimento (BARROS; 
BARROS, 2009). Conforme esses autores, a administração pela via in-
traperitoneal disponibiliza uma grande superfície de absorção, na qual 
as substâncias entram rapidamente na circulação, onde parte da subs-
tância passa pelo fígado, sofrendo metabolização antes de atingir a 
circulação sistêmica.
Alguns autores também constataram a diferença nos resultados de toxi-
cidade ao comparar a via intraperitoneal e a via gavagem, no entanto, 
utilizando extratos de plantas. Silva (2006) testou a toxicidade aguda 
do extrato etanólico de Caesalpinia echinata via intraperitoneal, nas do-
ses de 250 a 2.000 mg kg-1, e por via oral nas doses de 250 a 4.000 
mg/kg, verificando 100% de letalidade na dose de 2.000 mg kg-1 pela 
via intraperiotoneal, enquanto que pela via oral não foi constatado óbito 
em nenhuma das doses testadas até 4.000 mg/kg. Essa ausência de le-
talidade pode estar relacionada aos mecanismos farmacocinéticos de 
absorção e/ou biotransformação, que possivelmente diminuíram os ní-
veis séricos necessários para provocar efeito letal nos indivíduos. No 
estudo de Lima et al. (2014b) foram administradas três doses via oral
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e cinco doses via i.p. do extrato etanólico de Pithecellobium cochliocar-
pum. Algumas reações foram constatadas no grupo de administração 
oral, porém não letais até a dose de 5.000 mg kg-1, enquanto a DL50 pa-
ra a via i.p. foi 257,5 mg kg-1, considerado muito tóxico.
Ensaios de toxicidade subcrônica
Mortalidade
Verificou-se a morte de dois animais do grupo EXP5, que recebeu extra-
to de microalgas na dose de 2.500 mg kg-1, as quais ocorreram no 3º e 
no 24º dia de exposição, o que representa um índice de mortalidade de 
25% neste grupo, sugerindo que o extrato microalgáceo pode ser tóxi-
co na maior dose administrada durante o tratamento subcrônico de 30 
dias. Nos demais grupos CTL3 e EXP4, o qual recebeu o extrato de mi-
croalgas na dose de 1.500 mg kg-1, não foram registradas mortes du-
rante o experimento subcrônico (Figura 4).
Sinais clínicos de toxicidade
A Tabela 6 mostra os parâmetros de toxicidade nos diferentes grupos. 
Dentre os dez diferentes parâmetros analisados, somente piloereção foi
constatada. Avaliando os diferentes dias de tratamento, somente no 
21º dia é que foi visto maior intensidade de piloereção significativa nos
animais do grupo EXP4 em relação ao grupo CTL3. Salienta-se que so-
mente este dado não é suficiente para determinar a toxicidade da dose 
do extrato de microalgas, pois é necessário o conjunto de diferentes 
parâmetros de avaliação e protocolos (SILVA et al., 2016).
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Peso corporal
Durante a administração do extrato, o peso corporal foi analisado a ca-
da sete dias. De acordo com a Figura 14, os pesos corporais dos ani-
mais, nos diferentes grupos, no início do tratamento, se mostraram se-
melhantes, o que evita interferência no decorrer do experimento. Na Fi-
gura 13, pode-se observar uma redução significativa no ganho de peso 
corporal dos camundongos do grupo EXP4 logo no início do tratamento 
(1º ao 7º dia) em relação ao CTL3, mas que esta perda foi recuperada 
no período seguinte (7º ao 14º dia), porém sem diferença significativa. 
Entretanto, observando os resultados obtidos ao longo de todo o trata-
mento (1º ao 30º dia), pode-se observar uma redução significativa no 
ganho de peso corporal, tanto do grupo que recebeu o extrato de mi-
croalgas na dose de 1.500 mg kg-1, como no grupo que recebeu o ex-
trato na dose de 2.500 mg kg-1 em relação ao grupo CTL3. Estes resul-
tados sugerem que o extrato microalgal nas doses de 1.500 e 2.500 
mg kg-1 pode causar indícios de toxicidade no tratamento subcrônico de 
30 dias, baseado na informação de que a redução na massa corporal é 
um sinal de toxicidade sistêmica (TEO et al., 2002).
 
Figura 13. Ganho de peso corporal no experimento de toxicidade subcrônica. 
Resultados referentes a 7-8 animais por grupo. Os dados estão expressos em 
média ±desvio padrão. *diferença significativa em relação ao grupo CTL3.
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Vários estudos com Chlorella vêm demonstrando efeitos farmacológi-
cos, se utilizadas com cautela. Nesse sentido, esta alga unicelular de 
água doce rica em nutrientes e comumente utilizada como suplemento 
alimentar surge como alternativa terapêutica e profilática para a obesi-
dade. Estudo clínico e experimental realizado por Vecina et al. (2014) 
em ratos obesos demonstrou que a administração de Chlorella vulgaris 
pode regularizar os níveis séricos de colesterol e de glicose e reduzir a 
hipertensão e, ainda, impede o alto teor de gordura induzida por dieta, 
reduzindo triglicérides, colesterol e níveis de ácidos graxos livres. Neste
estudo de Queiroz e colaboradores, foram encontrados valores significa-
tivamente menores de glicemia, determinados pelos testes de tolerância 
à glicose e à insulina, e que foram observados nos animais obesos tra-
tados com Chlorella vulgaris, sugerindo melhora na sensibilidade à insu-
lina. Outros estudos da administração da Chlorella vulgaris em animais
demonstraram efeitos benignos no nível de inúmeras funções bioquími-
cas, tais como efeito antioxidante e diminuição dos níveis de glicose em 
roedores diabéticos (DUARTE, 2010). Estudos realizados em coelhos 
revelaram melhoramentos na atividade anti-inflamatória e diminuição 
dos níveis de colesterol após suplementação com esta espécie de mi-
croalga (LEE et al., 2010).
Segundo Duarte (2010), a suplementação em dietas com níveis de PU-
FA (ácidos graxos poli-insaturados), presentes em diversas espécies de 
microalgas, parece ter um efeito benéfico, como demonstrado por di-
versos autores em doenças como a artrite reumatoide, doença de 
Chron, fibrose cística, obesidade, aterosclerose, entre outras. Simulta-
neamente, a síntese de carotenoides pela maioria das microalgas é, 
também, um caminho possível para um suplemento dietético.
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Figura 14. Análise do peso corporal dos animais no início e no final do experi-
mento. Os dados estão expressos em média ± desvio padrão.
Marques et al. (2012) testaram uma suplementação concomitante de 
ácido linoleico, presente em Chlorella sp., (FERNÁNDEZ et al., 2013; 
BENÍTEZ et al., 2015) e de fitosteróis e concluíram que esta associação 
apresentou efeitos biológicos benéficos no controle do ganho de peso 
e da glicemia em jejum em camundongos recebendo dieta hiperlipídica. 
Estes achados incentivam a continuação de pesquisas que investiguem 
os efeitos sinérgicos de ácido linoleico provenientes de microalgas e fi-
tosteróis, com posterior desenvolvimento de nutracêuticos ou de ali-
mentos funcionais.
Consumo de água e de ração
Conforme os dados da Figura 15, podemos observar que houve uma di-
minuição significativa no consumo de água dos animais do grupo EXP4 
quando comparado com os grupos CTL3 e EXP5 no início do tratamen-
to (1º ao 7º dia), mas que esta redução foi recuperada ao longo (1-30)
e ao final do tratamento (21-30), aumentando significativamente este
consumo em relação ao grupo CTL3. Ainda podemos notar que o grupo
EXP5 apresentou na metade do tratamento (7-14), um aumento signifi-
cativo no consumo de água quando comparado com o grupo CTL3, en-
tretanto, teve uma redução significativa ao longo do tratamento (1-30) 
em relação ao grupo CTL3. Além do mais, o grupo EXP5 manteve a re-
dução do consumo de água significativa no final do tratamento (21-30) 
quando comparado aos grupos CTL3 e EXP4.
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Podemos, a partir destes resultados, constatar que o grupo EXP4 teve 
uma diminuição no consumo de água no início do experimento. No en-
tanto, no final do experimento, os animais se recuperaram frente ao au-
mento de consumo de água, não apresentando toxicidade. Além disso, 
o tratamento com a dose de 1.500 mg kg-1 não induziu à letalidade du-
rante os 30 dias, o que indica que, mesmo sendo tratado com uma do-
se bastante elevada, os animais do grupo EXP4 não apresentaram indi-
cativos representativos de toxicidade, sendo uma dose mais segura pa-
ra ser utilizado em outros possíveis estudos. Da mesma forma, os ani-
mais que receberam o extrato de microalgas na dose de 2.500 mg kg-1
tiveram o consumo de água diminuído, entretanto, este resultado asso-
ciado ao índice de mortalidade (25%) demonstra ser uma dose com in-
dícios de toxicidade, sendo necessário o seu uso com cautela.
 
Figura 15. Consumo de água no experimento de toxicidade subcrônica. Resul-
tados referentes a 7-8 animais por grupo. Os dados estão expressos em média
± desvio padrão. *Diferença significativa em relação ao grupo CTL3; adiferença 
significativa entre os grupos EXP4 e EXP5.
A Figura 16 mostra o consumo de ração pelos diferentes grupos duran-
te o experimento, onde podemos observar um aumento constante no 
decorrer do experimento no consumo do grupo EXP5 quando compara-
do com o grupo CTL3, em todos os períodos registrados (1-7; 7-14; 
14-21; 21-30; 1-30). Já o grupo EXP4 consumiu menos ração significa-
tivamente nos períodos do 7-14 e 14-21 dias de tratamento em relação 
50 Avaliação da Composição Celular e da Toxicidade Aguda e Subcrônica de Material...
aos grupos CTL3 e EXP5. Em contrapartida, foi visto um aumento no 
consumo de ração no grupo EPX4 no início (1-7), final (21-30) e ao lon-
go do experimento (1-30) quando comparado ao grupo CTL3, o que re-
presenta uma recuperação neste consumo pelo grupo EXP4.
Estes resultados indicam que a administração subcrônica do extrato de 
microalgas nas doses de 1.500 e 2.500 mg kg-1 promoveu maior inges-
tão de ração pelos animais destes grupos, resultado não esperado, já 
que segundo a literatura a biomassa de microalgas contém três compo-
nentes principais: carboidratos, proteínas e lipídios (PEREIRA et al., 
2012), o que serviria como suplemento e promoveria a inibição de ape-
tite (TEIXEIRA et al., 2008). Maiores estudos deverão ser realizados a 
fim de esclarecer esses dados encontrados.
Este conjunto de resultados indica, no entanto, que as doses de 1.500
e 2.500 mg kg-1 não apresentam indicativos de toxicidade para este pa-
râmetro avaliado, pois apresentou um aumento no consumo de ração, 
porém devem ser utilizadas com cautela se o objetivo da pesquisa for a
utilização do extrato para fins farmacológicos, por serem doses bastan-
te elevadas, onde a dose de 2.500 mg kg-1 é maior do que a prevista na 
literatura (VALADARES, 2007; CAZARIN et al., 2004).
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Figura 16. Consumo de ração no experimento de toxicidade subcrônica. Resul-
tados referentes a 7-8 animais por grupo. Os dados estão expressos em média 
± desvio padrão. *Diferença significativa em relação ao grupo CTL3; adiferença 
significativa entre os grupos EXP4 e EXP5.
Pesos relativo e absoluto dos órgãos
Os pesos relativos e absolutos dos órgãos analisados não se mostraram 
estatisticamente diferentes, conforme os dados representados nas Figu-
ras 17 e 18, respectivamente. Este resultado nos mostra ausência de 
toxicidade nos órgãos analisados, sendo entre estes o fígado e o rim,
órgãos indispensáveis para metabolização e excreção de substâncias tó-
xicas presentes no organismo. O fígado metaboliza grande diversidade 
de substâncias, não só autógenos (sais biliares, bilirrubina, hormônios), 
mas também exógenos (drogas e toxinas) (MARTELLI, 2010). Já os
rins exercem importante papel depurador do sangue, excretando subs-
tâncias polares e hidrossolúveis (SAMPAIO et al., 2012). Alterações no
tamanho dos rins podem ser de origem imunológica, inflamatória, infec-
ciosa, neoplásica, degenerativa e outras, o que não ocorreu nos animais 
que foram expostos ao extrato microalgáceo. Nossos resultados encon-
trados mostram um equilíbrio de peso nos órgãos entre os animais dos 
diferentes grupos, demonstrando ausência de toxicidade nas vias meta-
bólicas e de excreção.
52 Avaliação da Composição Celular e da Toxicidade Aguda e Subcrônica de Material...
De acordo com os resultados obtidos nos testes via i.p. e gavagem, os 
resultados corroboram com a afirmação de que a toxidade do extrato 
de microalgas está mais relacionada com a via de administração do que 
com a dose utilizada.
 
Figura 17. Peso relativo dos órgãos no experimento de toxicidade subcrônica. 
Resultados referentes a 7-8 animais por grupo. Os dados estão expressos em 
média ± desvio padrão.
 
Figura 18. Peso absoluto dos órgãos no experimento de toxicidade subcrônica. 
Resultados referentes a 7-8 animais por grupo. Os dados estão expressos em 
média ± desvio padrão.
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Nos testes de toxicidade subcrônica, o período de exposição diário é 
prolongado e tem como objetivo observar se por um longo período de 
tempo o produto testado causa efeitos adversos a doses acumulativas 
de agente tóxico. Para estes testes, recomenda-se que a dose utilizada 
não deve ultrapassar 2.000 mg kg-1 de peso corpóreo da substância 
testada (BEDNARCZUK et al., 2010; MOURA et al., 2012). Frente aos 
resultados obtidos no grupo EXP4, que recebeu o extrato de microalgas 
na dose de 1.500 mg kg-1, quanto ao índice de mortalidade (0%) e si-
nais clínicos de toxicidade, apesar de haver maior intensidade de piloe-
reção ao final do tratamento, os dados de consumo de ração, água, ga-
nho de peso corporal e peso absoluto e relativo dos órgãos não de-
monstraram, de uma maneira geral, alterações de toxicidade, podendo 
ser considerada uma dose segura. Porém, estes parâmetros devem ser 
considerados se o objetivo da pesquisa for a utilização do extrato para 
fins farmacológicos.
Em contrapartida, os animais tratados com o extrato de microalgas na 
dose de 2.500 mg kg-1, apesar de terem um alto consumo de ração du-
rante todo o experimento e não haver sinais clínicos de toxicidade, 
apresentam um índice de mortalidade (25%), o que pode ser explicado 
pelo fato de que esta é uma dose elevada, que o tempo de exposição é 
prolongado e que o efeito é cumulativo no organismo do animal; e res-
salta-se que este resultado também deve ser levado em conta se esta 
dose for utilizada para fins farmacológicos.
Conclusão
A biomassa resultante do processo de ficorremediação de dejetos suí-
nos, rico em nutrientes, apresentou elevadas concentrações de proteí-
nas e carboidratos e baixo teor de lipídios. No entanto, essa composi-
ção pode ser melhorada significativamente pelo processo operacional 
simples, controlando a disponibilidade de N e P. Dessa maneira, na au-
sência de N e P, o conteúdo de lipídios pode ser aumentado de 3 para 
16%. Esse incremento no teor de lipídios pode ser particularmente rele-
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vante para produção de biodiesel e bioprodutos, por exemplo (MICHE-
LON et al., 2015).
Os estudos toxicológicos apresentam como principal objetivo a predição
dos possíveis efeitos adversos que podem se manifestar quando da ex-
posição humana ou animal à determinada substância química (CAZARIN 
et al., 2004). A administração aguda do extrato de microalgas conten-
do Chlorella e Scenedesmus, nas doses de 1.500 mg kg-1 e 2.500 mg 
kg-1, pela via i.p. foi considerada tóxica, enquanto que a administração 
aguda do extrato na dose de 2.500 mg kg-1, pela via gavagem, de-
monstrou indícios de toxicidade. A administração subcrônica do extra-
to de microalgas contendo Chlorella e Scenedesmus na dose de 2.500
mg kg-1, pela via gavagem durante 30 dias, foi considerada levemente 
tóxica em função da baixa letalidade, enquanto que a administração do 
extrato na dose de 1.500 mg kg-1 demonstrou segurança na administra-
ção durante 30 dias de tratamento, mas que este resultado deve ser le-
vado em conta se esta dose for utilizada para fins farmacológicos.
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